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論文内容の要旨
発光細菌の in vitro でのルシフエラーゼ反応は以下の式で示される。
K1 E(ルシフエラーゼ) + FMNH2 ←~ E.FMNH2 ・・ H ・ H ・-…...・ H ・....・ H ・(1)
K2 E . FMNH2+ O2 ." Xl (中間体) …H ・ H・..…… H ・H ・.....・ H ・(2)
K3 Xl+RCHO( 長鎖脂肪族アルデヒド)γーームXl ・ RCHO …H ・ H・-…・・…H ・ H ・-…H ・ H ・ ..(3)
k4 , ." * X 1 ・ RCHO 一一一ム X2"(励起中間体) ....・ H ・-…H ・ H ・....・ H ・-・(4)
* X2 、E+FMN十RCOO-+H20十 H+ ....・ H ・(5)
RCHO が存在しない場合
K6 X1 --~ E+FMN+H202 ・ H ・ H ・....・ H ・....・ H ・..…(6)
本研究ではルシフエラーゼ反応に関して以下の 4 点の結果を得た。
( I) in vitro の発光反応のストイキオメトリーはルシフエラーゼ: FMNH2 : O2= 1 : 1 : 1 である
ことが滴定実験から示された。
(2)基質であるフラピン及びアルデヒドの基質類似体の発光活性及び阻害活性を調べた結果フラピンに
関しては，イソアロキサジン環，リピトール基及びリン酸基のそれぞれが結合に必要であること，又，
アルデヒドに関しては，炭素鎖が長くなる程結合が強くなること及び発光の量子収率が増加すること
が判った O
(3)ルシフエラーゼ分子には発光活性に関与したトリプトファン残基及び SH 基が存在することが示唆
された。
(4)最初に述べた各反応ステップの熱力学的パラメーターの算出結果から，反応 (6) が可逆であり，中間
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体 Xl とフリーの FMN と H202では標準自由エネルギーレベルにほとんど差が無いことが示された。
又，励起中間体 X2専の形成に伴いアルデヒドの酸化により生じたカルボン酸の解離又は仮説として提
出されているフラピンカチオンの生成などが起こることが示唆された。
論文の審査結果の要旨
生物発光反応においては，ルシフエラーゼの存在のもとに化学エネルギーの光エネルギーへの変換
が極めて高能率でおこり，励起中間体生成の機構について興味がもたれている。発光バクテリアのルシ
ブエラーゼ、は精製され，発光反応の基質は還元型フラピンモノヌクレオチド (FMNH2) ， O 2，アルデ
ヒドであることが知られている。しかし， (1)基質がどのような量比および構造でルシフエラーゼと結
合するのか， (2)如何なる機構で励起状態分子形成ヘ導かれるのかは未知であった。
この論文にわいて渡辺君は (1)発光反応の第一段階であるルシフエラーゼと F島町民の反応の化学
量論的関係を反応速度，吸収および蛍光スペクトルによる滴定で求め，何れの方法によっても 1 : 1 
であることを示した。さらに， FMNH2結合によりルシフエラーゼの蛋白質部分にトリプファン残基お
よび 2 個の高反応性 SH 基をふくむ構造変化がひきおこされることを示した。次に，ルシフエラーゼ
- FMNH2複合体は O2 と 1 : 1 に反応して反応中間体 Xlを生成し，これがアルデヒドと反応して励起
中間体が形成されることを明らかにしている。これら知見は発光反応機構研究のため基本的重要性を
もつものである。 (2)渡辺君は発光反応の熱力学的解析を試みた。まず FMNH2-02のみならず FMN と
H202 によっても同一の中間体 Xl が生成されることを見出し，この反応経路を利用してルシフエラー
ゼ反応を 6個の素反応段階に分解し，各段階の標準自由エネルギ一変化，エントロピ一変化を実験的
に定めることに成功した。その結果，中間体 Xl- アルデヒド複合体から励起中間体が形成されるとき，
-40e , u，の負の活性化エントロピ一変化を伴うこと，励起中間体から基底状態への遷移は50%近い効
率による光量子放出を伴っておこることを示した。これら知見は励起中間体の構造を明らかにする上
で大きな寄与をなすものと考えられる。
以上のように，渡辺君のこの論文はルシフエラーゼの発光反応の機構解明のため基本的重要性をも
つものであり，理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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